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(57) Abstract 

The invention relates to a plasmid that is characterized in that it is derived from pBlueschript KS(+) and that it contains 1 , preferably 
2, 7, 14, 21 and 27, repetitive SK primer elements. The invention also relates to the use thereof for analytical electron microscopy. 

(57) Zusa mmen f assung 

Die Erflndung betrifTt ein Plasmid, das dadurch gekennzeichnet ist, da8 es sich von pBluescript KS(+) ableitet und mehr als 1, 
bevorzugt 2, 7, 14, 21 und 27, repetitive SK-Primerelemente enthalt, sowie dessen Verwendung in der analytischen Elektronenmikroskopie. 
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* Molekul arbiologi sche Marker fiir die analytische 

Elektronenmikroskopie 

* 

Die Erfindung betrif ft eine Serie neuer Plasmide auf der Basis 
5 von pBluescript KS( + ) mit mehr als 1 SK-Primersequenzelement , 
bevorzugt mit 2, 7, 14, 21 und 27 repetitiven SK- 
Primersequenzelementen, sowie deren Verwendung als 
mo 1 eku 1 arbi o 1 o g i s che r Marker fur die analytische 
Elektronenmikroskopie . 

10 

Das Electron Spectroscopic Imaging (ESI) ist ein Verfahren der 
analytischen Elektronenmikroskopie (EM), bei dem die 
Verteilung eines bestimmten chemischen Elements im 
untersuchten Praparat bildlich dargestellt wird. Um die 

15 strukturellen Organisationen biologischer Systeme zu erhellen, 

miissen die einzelnen makromolekularen Komponenten optisch 
unterscheidbar sein. Gegenwartig wird zur Markierung von 
Makromolekiilen fiir die Elektronenmikroskopie die Beladung mit 
Goldpartikeln oder anderen Teilchen verwendet, die im Beu- 

20 gungskontrast sichtbar sind. 

Bisher werden Mehrf achmarkierungsexper imente in der 
Elektronenmikroskopie so durchgef lihrt , dass man Goldkorner 
unterschiedlicher Grosse verwendet, um die verschiedenen 

25 Zielstrukturen in demselben Praparat unterscheiden zu konnen. 

Beispielsweise wurde in einem Doppelmarkierungsexperiment ein 
Molektiltyp mit 5nm grossen Goldkornern, der andere mit 10-20nm 
grossen gekoppelt werden, um sicher zu sein, dass bei der 
spateren Auswertung die verschiedenen Molekule eindeutig 

30 lokalisiert und voneinander unterschieden werden konnen. 

Grosse Goldkorner (grosser als lOnm) bringen Nachteile mit 
sich, weil deren Eindringvermogen in Gewebe und deren 
Kopplungsef f izienz an das Zielmolekul reduziert sind 
(Giberson, R.T., und Demaree, R.S: The influence of immunogold 

35 particle size on labeling density. Microscopy Research and 
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Technique, 27, 355-357, 1994); ausserdem lasst sich eine solch 
grosse Struktur nicht mehr eindeutig dem Ort der Bindung an 
die Zielstruktur zuordnen, d.h. man verliert an 
Auflosungsvermogen. Wxirde man ein 
5 Dreif achmarkierungsexperiment planen, wiirden sich diese 
Nachteile besonders stark bemerkbar machen. Eine Alternative 
zu den Goldkornern bieten nur sog. Ferritinmolekiile, grosse 
Proteineinheiten, die Hunderte von Eisenatomen im Zentrum 
enthalten und an Ziels trukturen koppelbar sind. Deren 
10 Elektronendichte und damit die Detektierbarkeit im Trans- 

missionselektronenmikroskop sind allerdings so schlecht, dass 
ihre Anwendung sich nur in den seltensten Fallen als 
praktikabel erwiesen hat. 

15 Demgegeniiber existieren im Bereich der Lichtmikroskopie seit 

einiger Zeit Fluoreszenzverf ahren , die vergleichsweise 
problemlos die Dreif achmarkierung, ja sogar die 
Vierf achmarkierung ermoglichen. Da die Elektronenmikroskopie 
auf dem Sektor der Mar ki e r ung s t e chn i k en mit der 

20 Lichtmikroskopie momentan nicht konkurrieren kann, begnugen 

sich die Wissenschaf tier mit dem vergleichsweise schlechten 
Auflosungsvermogen der Lichtmikroskope , bevor sie die 
Nachteile der M a r k i e r u n g s t e c h n o 1 o g i e auf dem 
elektronenmikroskopischen Sektor in Kauf nehmen. Mit der 

25 Entwicklung alternativer Markierungstechniken zur Goldmarkie- 

rung wiirde die Elektronenmikroskopie an Attrakt ivitat 
gewinnen, weil die Konkurrenzf ahigkei t beziiglich der 
Markierung einherginge mit einem mehr als 100 mal so guten 
Auflosungsvermogen wie es die Lichtmikroskopie ermoglicht. Als 

30 Alternative zum Markierungsverf ahren mit Gold fur 

konventionelle Transmissionselektronenmikroskopie, das auf der 
Elektronendichte des Schwermetalls Gold basiert, besteht ein 
Bedarf fiir Markierungsverf ahren fur ESI. Diese Technik nutzt 
andere Wechselwirkungen der Strahlelektronen mit den Atomen im 

35 Praparat aus als die konventionelle Transmissions- 

elektronenmikroskopie . Es lassen sich im Prinzip alle Elemente 
spezifisch nachweisen. Damit erweitert sich der Kreis der 
Elemente, die fiir Markierungsverf ahren in Frage kommen. 
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Entscheidend fur die Etablierung alternativer 
Markierungsverf ahren ist allerdings die Uberprufung von 
Detektionslimits fur die in Frage kommenden Elemente. D.h. 
konkret , dass man Inf ormationen liber die Anzahl detektierbarer 
• 5 Elementatome pro run 2 Flache im Praparat braucht. Es geht also 

um die Nachweisgrenzen der ESI-Technik. Zu diesem Parameter 
gibt es bisher wenig Untersuchungen und ungenaue Angaben. Die 
ESI-Technik wird zwar haufig genutzt; trotzdem wurden bisher 
keine Daten zu Detektionsgrenzen verof f entlicht . 

10 

Es besteht also ein Bedarf nach alternativen 
Markierungsmoglichkeiten fiir die Elektronenmikroskopie . Die 
Detektierbarkeit eines solchen Markerkomplexes sollte leicht 
getestet und beurteilt werden konnen. 

15 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, eine 
Moglichkeit berei tzustellen, mit der vor zeitaufwendigen zell- 
und molekularbiologischen Versuchen Daten erhalten werden 
konnen, anhand derer die Aussichten des geplanten Experiments 

20 mit dem in Frage kommenden Element bzw. der in Frage kommenden 

Markers truktur beurteilt werden konnen. Ferner soil der 
Parameter der detektierbaren Anzahl an Elementatomen pro 
Flacheneinheit messbar werden, um daraus die notwendigen 
Inf ormationen fur die Etablierung von EM-Markierungsverf ahren 

25 zu erhalten. 


Gelost wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der 
beigefiigten Patentanspruche . 

30 Die Ursache fur die Notwendigkeit oben erwahnter Vorversuche 

liegt darin begrundet, dass bis heute fur die ESI-Detektion 
der verschiedenen chemischen Elemente keine genauen Grenzwerte 
der Detektierbarkeit bekannt sind. Der Grund ist unter anderem 
der, dass die Preparation einer geeigneten Testprobe nicht 
* 35 trivial ist. Eine solche Probe muss besondere Eigenschaf ten 

aufweisen. Es muss Bereiche geben, in denen das Zielelement in 
einer klar definierten Menge vorhanden ist. Diese Bereiche 
miissen eindeutig zu erkennen sein. In alien iibrigen Bereichen 
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darf das Zielelement nicht auftreten. Diese Problematik lasst 
sich anhand der Publikation von Golla, U. und Kohl, H. 
(Micron, 28 (5), 397-406, 1997) aufzeigen, in der versucht 
wurde, die Auflosung und die Detektierbarkei t am Beispiel Uran 
5 mittels korniger Prazipitate zu dokumentieren. 

Erfindungsgemafi wurde eine Serie neuer Plasmide mit mehr als 
1, bevorzugt 2, 7, 14, 21 und 27 SK-Primersequenzelementen in 
direkter Kopf/Schwanz orientierter Repetition auf der Basis 
10 von pBluescript KS( + ) hergestellt. Das ringformig geschlossene 

Plasmid liegt als Zielstruktur vor, in der eine kurze DNA- 
Sequenz (SK-Primersequenzelement) repetitiv enthalten ist. Das 
SK-Primersequenzelement umfaSt f olgende Sequenz : 


15 5 * -GATCCACTAGTTCTAGAGCG- 3 ' . 

Die SK-Primerseguenz stellt einen Abschnitt von 20 Nukleotiden 
dar, der von der Fa. Stratagene in den von ihnen angebotenen 
Vektoren pBluescript KS(+/-) sowie Bluescript SK (+/-) so 

20 bezeichnet wird und in der "multiple cloning site" (MCS) 

liegt. pBluescript ist ein Plasmidvektor , der von der Fa. 
Stratagene verkauft wird. Es handelt sich urn ein ringf ormiges 
DNA-Molekul, das die fur die Vermehrung in E.coli notwendigen 
genetischen Inf ormationen enthalt. Fur die Klonierung von 

25 Fremd-DNA-Abschnitten in diesen Vektor entscheidend ist die 

"multiple cloning site" (MCS) . In diese MCS-Region wurden 
erf indungsgemafi die oben genannten SK-Pr imersequenz - 
Repetitionen einbaut, so dafi sich die entstehenden Plasmide 
von pBluescript nur in der MCS unterscheiden, d.h. sich von 

30 pBluescript ableiten. 


An diese Repetitionssequenz kann eine homologe Sequenz durch 
Hybridisierung gebunden werden. Tragt diese hybridisierende 
Sequenz einen Markerkomplex, gelangt durch Hybridisierung der 
35 Marker an die Zielstruktur. 


Die hybridisierende Sequenz, nachfolgend SK-Oligonukleotid 
bzw. SKO genannt, kann an den Enden chemisch modifiziert sein, 
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urn eine kovalente Bindung unterschiedlicher Marker zu 
erlauben. Damit konnen beliebige Markierungss trategien 
untersucht werden. An das SKO kann ein Molekul gekoppelt 
werden, das ein Element in moglichst hoher Konzentration 
5 enthalt, dessen Tauglichkeit als Marker fur ESI man 

uberpriifen will. Es eignen sich Bor-Marker wie sie beispiels- 
weise in der deutschen Patentanmeldung 198 03 206.4 
beschrieben sind. Weitere erf olgversprechende Marker sind 
Silizium sowie Eisen und Mangan. Die Markerverbindung wird in 

10 einer kontrollierten Synthese so aufgebaut werden, dass die 

Anzahl an Zielelementatomen bekannt ist und das Zielelement in 
moglichst grosser Menge im Zentrum der Markerverbindung 
vorliegt. Sie kann ausserdem als Einheit an das SKO gekoppelt 
werden. Zur Erfiillung dieser Erf ordernisse wird beispielsweise 

15 die Bor-Markerstruktur so synthetisiert , dass sie wie eine 
Nukleosid-Einheit in der Oligonukleotidsynthese behandelt 
wird. Der bevorzugte Weg der Kopplung sieht also die 
Herstellung einer Borverbindung vor, die die notwendigen 
Schut zgruppen und Kopplungsgruppen fur die Oligonu- 

20 kleotidsynthese nach dem Phosphoramidit-Verf ahren enthalt, in 
dessen Verlauf ein Oligonukleotid, vom 3 ' -Ende zum 5 ' -Ende 
hin, Baustein fur Baustein, aufgebaut wird. Es besteht dabei 
die Moglichkeit, daS dazu im letzten Schritt an das 5 ' -Ende 
des SKO der Borkomplex alleine oder in Form eines 5 ' -Bor- 

25 Nukleotid(C) -3 ' -Bausteins angehangt wird (s. dazu auch 
deutsche Patentanmeldung 19803206.4). Vorteilhaft ist es, wenn 
der Marker-haltige Baustein einen Abstandhalter (Spacer) 
enthalt, der den Markerkomplex vom SKO abstehen lassen wird, 
um die Hybr idis ierung des markierten SKO gegen die 

30 komplementaren Plasmidbereiche nicht zu behindern. Als Spacer 
kommen aliphatische Kohlenwassers tof f ketten mit Langen 
zwischen C 2 und C 10 in Frage, die eventuell Sauerstof f gruppen 
in Form von Etherbrucken (vorzugsweise maximal 5 Stuck) 
enthalten konnen (siehe dazu auch deutsche Patentanmeldung 198 

35 03 206. 4). In vergleichbarer Weise kann auch mit beliebigen 

anderen Markers truktur en, jeweils ein anderes Zielelement 
enthaltend, verf ahren werden. 
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Die markierten Oligonukleotide werden an die DNA hybridisiert 
und liegen im Praparat selektiv dort vor, wo die ringf ormi gen 
DNA-Molekule liegen. Je nach Repetitionsgrad der SK-Elemente 
auf den verwendeten Plasmidmolekulen werden also variable aber 
5 definierte Mengen an Zieleleraentatomen in dichtester Anordnung 

an der DNA hangen. Man kann deshalb von einer dichtesten 
Packung ausgehen, weil gefunden wurde, daS die Abstande der 
Markers trukturen an der DNA 8 nm betragen. Dies ergibt sich 
aus der Berechnung der Ausdehnung doppelstrangiger DNA- 

10 Bereiche iiber die in den Plasmiden vorliegenden SK- 

Repetitionseinheiten. Da die Markers truktur einen Durchmesser 
von maximal 5 nm haben wird, bleibt zwar etwas Raum zwischen 
den Markern frei; dieser Raum sollte allerdings erhalten 
bleiben, weil die Hydrathiille der Markerverbindungen 

15 berucksichtigt werden muss. 

Das erf indungsgemafie Plasmid wird gespreitet auf die 
Tragermatrix des Probenhalters fur das ESI prapariert. Die 
obigen Plasmide erlauben die Preparation einzelstrangiger , 

20 ringf ormiger Plasmid-DNA-Molekiile nach Infektion plasmidhalti- 

ger E. coIi-Zellen, bevorzugt E. coli JM 110, mit einem 
sogenannten Helfervirus. Das (+) -Zeichen im Namen des 
Ursprungsplasmids pBluescript KS ( + ) gibt an, dass nur der + - 
Strang des Plasmidmolekuls isoliert wird. Nun steht eine 

25 einzelstrangige DNA-Probe zur Verfugung, gegen die, ohne das 

sonst notwendige Aufschmelzen des DNA-Doppelstrangs, sofort 
komplementare DNA-Bereiche hybridisiert werden konnen. Urn 
gegen den + - Strang der Plasmide komplementare SK- 
Oligonukleotide (SKO) zu hybridisieren, mussen diese 

30 naturgemass die Sequenz des - - Strangs darstellen, d.h. 5'- 

CGCTCTAGAACTAGTGGATC-3 ' . Ein solches Oligonukleotid kann 
mittels automat ischer Oligonukleotidsynthese hergestellt 
werden. Diese Molekule werden in einer wassrigen Losung mit 
einem der obengenannten Einzelstrang-Plasmidmolekiile gemischt. 

35 Es bilden sich an den Stellen Doppelstrangbereiche, wo die SK- 

Oligonukleotide (SKO) den komplementaren Partner auf der 
Einz el s trang-DNA gefunden haben, also SK-Oligonu- 
kleotid/Plasmid-Hybride (nachfolgend SKOPH genannt) . Urn die 
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Bindung der einzelnen SKOs an die DNA nicht zu behindern, wird 
vorzugsweise als Abs tandshal ter zwischen den SK- 
Oligonukleotid-Bindungsstellen die Liicke von 4 Nukleotiden 
vorgesehen . 

* 5 

Diese SKOPHs werden vorzugsweise durch Chromatographie von 
ungebundenen SKOs getrennt. Dies kann durch 
Saulenchromatograf ie geschehen, z.B. werden von Amersham 
Pharmacia Biotech (Freiburg) Saulenmatrices angeboten (bei- 

10 spielsweise Sephadex oder Sepharose) . Die gesauberten SKOPHs 

werden dann einer Spreitung unterzogen. Dabei werden ansonsten 
geknauelte DNA-Molekule so vorbehandelt , dass sie in Losung 
gestreckt sind und in diesem Zustand auf mit diinner Folie 
beschichtete elektronenmikroskopische Tragernetzchen aufgetra- 

15 gen, durch Behandlung mit Schwermetallen sichtbar gemacht und 
im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) analysiert. Falls 
eine ESI-Analyse vorgesehen ist, sollte die Schwermetall- 
Behandlung entf alien, da jedes Element, das in hohen Mengen 
und/oder Konzentrationen im Praparat vorkommt, den spezifi- 

20 schen Nachweis des Zieleleraents stort oder unmoglich macht. 

Die DNA-Ringe werden nun gleichmassig uber die Oberflache des 
TEM- Praparat s verteilt sein und einzeln liegen. Damit sind die 
obengenannten Grundvoraussetzungen erfiillt: Die ringformige 
DNA ist eindeutig erkennbar, an die DNA gebunden liegen die 

25 SKOs in mehr oder weniger grosser Zahl vor und zwischen den 

DNA-Bereichen ist (annahernd) nichts. 

Falls unklar sein sollte, ob die SKOs an die repetitive Region 
gebunden wurden, bestehen zwei Kontrollmoglichkeiten: a) man 

30 verwendet durch Digoxigenin oder Biotin an der 5 '-Position 

markierte SKOs, gegen die ein anti-Digoxigenin oder ein anti- 
Biotin-Antikorper eingesetzt wird, der selbst goldmarkiert ist 
und mit herkommlicher TEM nachweisbar ist; die Goldkorngrosse 
darf allerdings ca. 6 nm Durchmesser nicht tiberschreiten 

35 (ansonsten konnten sich die Goldkorner gegenseitig behindern) ; 

b) evtl. in Kombination mit a) kann das repetitive Zielplasmid 
durch Restriktionsendonuklease-Verdau neben der repetitiven 
SK-Region linearisiert werden, so dass nach Spreitung die 
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Bindungsorte der SKOs sofort dadurch identif izierbar sind, 
dass sie am Ende eines f adenf ormigen DNA-.Mo 1 e kii 1 s liegen 
miissen. Da Restriktionsendonukleasen nur Doppelstrang-DNA 
schneiden, muss man dessen Schnittstelle allerdings zuerst 
5 durch Hybridisierung eines urn die Schnittstelle herum 

komplementaren Oligonukleotids doppelstrangig machen. 

Die repetitiven Sequenzen sind dicht hintereinander angeordnet 
und erstrecken sich etwa liber ein Drittel des Plasmids . Durch 

10 diese repetitiven Sequenzen erhoht sich die Signifikanz des 

Tests stark. Der Vorteil der oben beschriebenen Plasmide 
besteht darin, dass zwischen einem und 27 der Markereinheiten 
angehauft werden konnen, urn so die Zahl an Markerelementatomen 
zu modulieren. Gelingt es, die markierten SKOPHs in 

15 unterschiedlichen Spreitungszustanden von vollstandig 

gestreckt bis geknauelt im Spreitungspraparat darzustellen, 
konnen die Zielelementatome, besonders an geknauelte DNA- 
Molektile gebunden, i) auf engstem Raum konzentriert , ii) wegen 
der gleichmassig fibril laren Ringform der daran gebundenen DNA 

20 lokalisierbar , iii) in definierter, aber variabler Anzahl und 

iv) in ansonsten elementf reier Umgebung analysiert werden. 

DNA-Abschnitte ausserhalb der Repetitionsbereiche, an die kein 
Marker binden kann 7 dienen als Negativkontrolle fur die ESI- 

25 Elementdetektion. Eine solche Negativkontrolle ist notwendig, 

weil die Spezifitat einer errechneten Zielelement-Verteilung 
angezweif el t werden konnte , wenn man keine Vergleichsregion 
ohne Zielelement und dementsprechend ohne errechnetes 
Elements ignal zeigen konnte. Da der Test ein 

30 molekularbiologisches System darstellt, erfolgt die Bewertung 

des Markers in seiner physikalisch-chemischen Umgebung. D.h. 
auch, dass der Test einer medizinisch/biologischen Anwendung, 
speziell der in si tu-Hybridisierung, sehr nahe kommt . 

35 Ziel des Testverf ahrens ist es, zuverlassige Daten liber die 

fur eine ES I - De t ek t i on notwendige Mindestzahl an 
Zielelementatomen pro Flacheneinheit zu erhalten. Gleichzeitig 
erhalt man Daten uber die Einzelerkennbarkei t der 
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Markers truktur , weil aufgrund der Repetition derselben eine 
Mittelung auch schwacher element spez if ischer Signale moglich 
ist, besonders an DNA-Molektilen, die vollstandig ausgestreckt 
im elektronenmikroskopischen Praparat vorliegen. Somit lasst 
5 sich vor einem technisch aufwendigen Einsat2 einer 

Markers truktur in der Medizin oder Biologie bereits 
feststellen, ob gegebenenf alls die Zahl oder/und die Konzen- 
tration an Ziel element at omen in der Markers truktur noch erhoht 
werden muss. Erf ahrungsgeraass finden sich in 
10 Spreitungspraparaten alle Plasmidzustande von ausgestreckt bis 

stark geknauelt, besonders wenn die Spreitung nicht optimal 
verlaufen ist. Dieser normalerweise unerwtinschte Fall ist im 
Zusammenhang mit der erlauterten Bestimmung der Element- 
Detektionsgrenzen von Vorteil. 

15 

Spreitungsmethoden finden sich mit vielfaltigen Variationen in 
der Literatur (fur eine Zusammenf assung s.: Electron 
Microscopy in Molecular Biology; a practical approach, 
Sommerville, J . und Scheer, U. (eds.), IRL Press, 1987). 

20 

Mit den Standardverf ahren der Elementdetektion mittels ESI 
lassen sich die Schwellenwerte fur den elementspezif ischen 
Nachweis ermitteln. Dazu existiert bisher kein anderes 
Verf ahren. Es lasst sich deshalb vorstellen, dass dieses 

25 Verfahren auch fur solche wissenschaf tlich tatigen Personen 
von Interesse ist, die keine biologisch/medizinische Anwendung 
im Auge haben, sondern an den Nachweisgrenzen beliebiger 
anderer als der erwahnten chemischen Elemente interessiert 
sind. Voraussetzung ist, dass das Zielement bereits in der an 

30 das Oligonukleotid gekoppelten Markers truktur so konzentriert 

wie moglich und in moglichst hoher Menge vorliegt. 

Die Anwendung fur ESI wurde vorstehend ausfiihrlich 
beschrieben. Daneben sind auch Anwendungen von Teilen des 
35 Testsystems moglich, die iiber die Anwendung in der 

Elektronenmikroskopie hinausgehen. Zwei weitere Anwen- 
dungsbei spiel e sind hier kurz erwahnt und werden weiter unten 
genauer beschrieben: 1) die SK-Primer-Repetitionskassette 
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lasst sich mittels Hybridisierung markierter Oligonukleotide 
allgemein zur effizienten und lokalisierten DNA-Markierung 
nutzen; 2) zur Untersuchung der Mechanismen zur Deletion von 
direkten Repetitionen in DNA bilden die nachstehend 
5 beschriebenen Plasmide das ideale Substrat. 


Uber die Anwendung im Bereich der Elektronenmikroskopie 
hinaus, bieten, wie vorstehend bereits erwahnt , die genannten 
Repetitionsbereiche die Moglichkeit, DNA ganz allgemein auch 

10 mit solchen SKO- gekoppelten Markern nach Hybridisierung 

detektierbar zu machen, die als Einzelmolekule noch unterhalb 
der Detektionsgrenze liegen, aber in repetitiver Anordnung 
nachweisbar werden. Dazu konnten die Repetitionsbereiche auch 
in die gewunschten DNA-Moleklile iiber Sac 1/ Kpn I-kompatible 

15 Enden umkloniert werden, Mit einem solchen Verfahren konnte 

beispielsweise der Weg von DNA nach Einfuhrung in eine Zelle 
(Trans fekt ion) verfolgt werden. Dabei komraen sowohl licht- als 
auch elektronenmikroskopische Anwendungen in Frage. 

20 Die chemische Modif izierbarkeit der hybrisier enden Sequenz 

erlaubt variable Einsat zrnoglichkei ten des Tests fur 
unterschiedlich konf igurierte Marker einhei ten . Da der Test ein 
molekularbiologisches System darstellt, erfolgt die Bewertung 
des Markers in seiner physikalisch-chemischen Umgebung . 

25 Getestet wird die Einzelerkennbarkeit des Markers. Die Starke 

schwacher Signale kann durch Mitteilung genau bestimmt werden. 

Die folgenden Ausf iihrungen zur Herstellung der 
unterschiedliche Repetitionen enthaltenden Plasmide zeigen, 

30 dass fur die Versuche zur eigentlichen Elementdetektion fur 

ESI prinzipiell die Repetitionsstuf en (pBluescript KS ( + )), 
2x, 3x f 4x, 5x, 6x, 7x, 14x, 21x sowie 27x SK zur Verfugung 
stehen. Da die Analyse von Unterschieden zur Detektierbarkeit 
des Zielelements mit ESI besonders Iiberzeugend ausfallen wird, 

35 wenn die Zahl an analysierten Elementatomen stark schwankt (s. 

dazu Ausfiihrungen unten) , sind die Repetitionsgrade 2x, 7x, 
21x und 27x SK von besonderem Interesse. 
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Wie bereits erwahnt, basiert die vorliegende Erfindung darauf , 
dafi in einem Testpraparat Bereiche vorhanden sind, in denen 
das Zielelement in einer klar definierten Menge vorhanden und 
eindeutig zu erkennen ist; in alien ubrigen Bereichen darf das 

* 5 Zielelement nicht auftreten. 

Die Plasmidkonstruktion wird durch Einschleusung in einen dam" 
/dcirf -Stamm (vorzugsweise E. coli JM 110) stabilisiert . JM110 
ist dam~/dcm~ und enthalt ansonsten keine auffalligen 

10 genotypischen Marker, die diesen Stamm von den anderen 

verwendeten deutlich unterscheiden wiirden, so da& auch diese 
verwendet werden konnen. Die Einschleusung der 
erf indungsgemafien repetitiven Plasmide in den dairr/dcm" -Stamm 
erfolgt gemaS Standardmethoden (vgl . Sambrook, J., Fritsch, 

15 E.F. und Maniatis, T. : Molecular cloning; A laboratory manual; 

Second edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). 
Uberraschenderweise wird dadurch eine Deletion der direkt 
repetitiven Elemente wahrend der Bakter ienvermehrung 
vermieden. Es ist namlich eigentlich bekannt, daS direct 

20 repeats oder inverted repeats wahrend der Vermehrung in E. 

coli verloren gehen. dam-/dcm -Stamme sind in der Literatur 
dokumentiert (vgl. Marinus et al . , J. Bacteriol . 114 (3), 
1143-1150 (1973)), eine Stabilisierung direkt-repetitiver 
Sequenzen dadurch wurde jedoch noch nie beschrieben. 

25 

In E. coli JM110 konnte der Repetitionsgrad sogar auf 27x 
gesteigert werden. Daruberhinaus ist die Kombination von E. 
coli JMllO/pBl KS ( + ) 27xSK erstmalig ein System, in dem eine 
ansonsten in E. coli instabile direkte Repetitionssequenz 
30 vermehrt werden kann. Fiir Bakteriengenetiker eroffnet sich die 

Moglichkeit, die zugrunde liegenden Mechanismen dieses Typs 
von Deletionen in Bakterien zu analysieren und die beteiligten 
Komponenten zu charakterisieren. Die Frage der Stabilisierung 
von Repetitionen eines solchen Typs in E. coli ist 

* 35 beispielsweise fur Klonierungsspezialisten von Interesse, die 

menschliche DNA-Abschnitte in ihrem Ursprungszustand erhalten 
wo 11 en, auch wenn diese in E. coli vermehrt worden war en 
(siehe z. B. Human Genome Project). Der Hintergrund ist der, 
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class auch in menschlichen DNA-Abschnitten kurze, direkt- 
repetitive Abschnitte vorkommen, die vergleichbar schlecht 
stabilisierbar sein konnen wie die oben geschilderte SK- 
Primersequenz -Repetition . 

5 

Die erfindungsgemafien Plasmide konnen zu Testkits zur 
Verwendung in der Elektronenmikroskopie zusammengestellt 
werden. Ein Testkit enthalt z.B. folgende Materialien: 1) 
kompetente E. coli JMllO-Bakterienzellen zur Vermehrung der 

10 repetitiven Plasmide; 2) die einzelstrangigen Plasmide lx oder 

2x, 7x, 14x, 21x und 27x SK zur dif f erentiellen Analyse von 
Mar ker s truktur en fur das Elektronenmi kroskop ; 3) 
elektronerrmikroskopische Tragernetzchen, die fur die Spreitung 
bereits beschichtet sind; 4) durch Biotinylierung oder 

15 Digoxygenierung am 5 ' -Ende markierte SK-Oligonukleotide, die 

dazu dienen, die Hybridisierung und Spreitung zu optimieren, 
indem man mit einem goldgekoppelten anti-Biotin- bzw. anti- 
Digoxigenin- Antikdrper nachweist, dass die repetitive 
Anordnung am Plasmid tatsachlich vorliegt; 5) eine Vorschrift, 

20 die die einzelnen Arbeitsschritte beschreibt. Falls ein 

Interesse an anderen als den ESI-abhangigen Anwendungen 
bestehen sollte, kann fur solche Interessenten der Testkit 
modifiziert werden. 


25 Die Plasmide mit 2, 7, 14, 21 und 27 SK-Primersequenzelementen 

wurden als E . coli-Kulturen am 22. Dezember 1998 bei der DSMZ 
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) , 
Mascheroder Weg 1, Braunschweig unter den Hinterlegungsnummern 
DSM 12600, DSM 12601, DSM 12602, DSM 12603 und DSM 12604 

30 hinterlegt: 


pBI KS( + )2xSK DSM 12600 

pBI KS( + )7xSK DSM 12601 

pBI KS( + )14xSK DSM 12602 

35 pBI KS( + )21xSK DSM 12603 

pBI KS( + )27xSK DSM 12604 


Die folgenden Figuren erlautern die Erfindung naher. 
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Figur 1: Uberblick liber die H rstellung von pBl KS( + ) 2x SK. 

Die hier gewahlte Art der Darstellung wird in den folgenden 
Abbildungen dieses Typs fortgefuhrt. Die Multiple 
Klonierungstelle (MCS) ist als dunkelgrauer Block dargestellt, 
5 die darin enthaltene SK-Primer-Sequenz ist hellgrau unterlegt. 

Die Schnittstellen sind mit einer fein unterbrochenen Linie 
gekennzeichnet . Die detail lierte Sequenz ist von den fur die 
Klonierung wichtigen Abschnitten angegeben. 

a) Schematische Darstellung von pBl KS( + ). Fur die 
10 nachfolgende Klonierung wurde pBl KS( + ) mit den 

Res triktionsenzymen Kpn I und BairiR I verdaut . Die 
Res t r i kt i ons s chni t t s tel len sind mit einer fein 
unterbrochenen Linie gekennzeichnet. Das 
dazwischenliegende MCS-Fragment fallt heraus . 

15 b) Schematische Darstellung des mit BairiR I und Kpn I 

verdauten pBl KS( + ) und dem SK-PH I-Fragment, das durch 
Ligation mit pBl KS(+) zu pBl KS( + ) 2x SK fiihren sollte. 
Durch den Verdau mit Kpn I und BairiR I wurde ein Teil des 
MCS herausgetrennt (s. auch a), im Gegenzug wurde das 

20 Fragment SK-PH I insertiert. Durch SK-PH I wurde die 

zuvor vorhandene Bam H I-Schnittstelle mittels Modifi- 
zierung eines Basenpaars (fette Buchstaben) maskiert und 
gleichzeitig eine neue BairiH I-Schnittstelle eingefiihrt. 
Wegen der unterschiedlichen Schnittstellen (Kpn 1/BairiR I) 

25 kann das Fragment nur in einer moglichen Orient ierung 

kloniert werden. Die Schnitts telle Pvu I diente als 
Kontrollschnittstelle fur den erf olgreichen Einbau des 
Inserts SK-PH I (keine weiteren Daten dazu gezeigt) . 
c) Schematische Darstellung von pBl KS( + ) 2x SK. pBl KS( + ) 

30 2x SK entstand durch die Ligation von SK-PH I mit dem 

BamR 1/Kpn I verdauten pBl KS( + ) (vgl. b) .Die mit Stern 
gekennzeichnete, modifizierte BamH I-Schnittstelle liess 
sich mit BairiR I nicht mehr schneiden. Zur Vereinf achung 
im folgenden Text wird die in der Abb i 1 dung 

35 gekennzeichnete Region (SK-Primer + nicht zu hybri- 

disierende Sequenz) mit einem schwarzen Pfeil 
gekennzeichnet . Daraus ergibt sich die Schemazeichnung 
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fur pBl KS{+) 2x SK wie unter d) gezeigt. 
d) Vereinf achte Darstellung von pBl KS ( + ) 2x SK . 
Durchgezogene schwarze Linie steht fur das MCS, die 
unterbrochene Linie fur den verbleibenden Vektor pBl 
KS ( + ) . Die schwarzen Pf eile zeigen die 5 > 3 ' Richtung 
der klonierten SK- Primer zuziiglich 4 bp nicht zu 
hybridisierende Sequenz an (vgl . c) . 

Figur 2 : Vereinf achte schematische Darstellung von pBl KS ( + ) 
7x SK. 

Der Vektor pBl ist durch eine unterbrochene, schwarze Linie 
gekennzeichnet ; in seiner Kpn 1/Sac I orient ierten MCS sind 
jetzt sieben SK-Primersequenzen enthalten . Das SK-PH II- 
Fragment ( ges trichel ter Pf ei 1 oben und durch Lini en 
hervorgehobene Sequenz W SK-PH II" unten) fiigte den siebten SK- 
Primer und die zusatzliche Eag I-Schnittstelle in den Vektor 
ein . Die wichtigen Sequenzen sind detailliert herausgehoben . 
Die SK-Primer-Sequenz ist hellgrau unterlegt , das restliche 
MCS und der 4-Basen-Spacer dunkelgrau. Die Schnittstellen sind 
in der Sequenz mit f ein unterbrochenen, schwarzen Linie 
gekennzeichnet . 

Figur 3: Schematische Darstellung der Klonierung eines pBl2x 
Block- Plasmids 

a) Insertion eines 7x SK-Blocks in die Not I-geoffnete 
pBl lx Block-DNA. Die Kennzeichnung der einzelnen 
Komponenten ist identisch mit denen unter Fig. 1 bzw. 
Fig. 2. Der Klon pBl lx Block wurde mit dem Enzym Not I 
linearisiert und mit dem, zuvor mit Eag I 
nachgeschnittenen, PCR- Fragment ligiert . Zur Verein- 
fachung im weiteren Text werden die sieben SK-Fragmente 
zu einem grauen Pfeil zusammengef afit . 

b) Darstellung der Ubergange zwischen einzelnen Blocken. Die 
Kennzeichnung der Komponenten ist vergleichbar mit der in 
Fig. l.a-d. Durch die Ligation des 7x SK-Block (grauer 
Pfeil ) in der richtigen Orientierung wurde die Not I- 
Schnittstelle, die zuvor pBl lx Block offnete, durch das 
5 ' -Ende des neu hinzugekommenen 7x SK-Blocks maskiert 


WO 00/40736 PCT7DE00/001 16 

15 

(fette Buchstaben) und durch Not I nicht mehr schneicibar. 
Das 3 ' -Ende des Fragments komplettiert die Not I- 
Schnittstelle in Richtung Vektor. Dadurch wird es in der 
nachsten Klonierungsrunde moglich, pBl 2x Block wieder 

* 5 mit Not I zu linearisieren, ohne Verlust der 14 SK- 

Primer. Die BanM I-Schni ttstelle am 5' -Ende eines 

* 7x Blocks bleibt, im Gegensatz zu der BamH I- 
Schnittstelle zwischen den einzelnen SK-Primern im Block 
(BamH I*), erhalten (BamH I) und kann spater als 

10 Orientierungskontrolle eingesetzt werden. 


Figur 4: Sequenzie rungs ergebnis des 27 SK- Primer elements 
enthaltenden Plasmidkonstrukts 

Schwarze Balken markieren die SK-Primersequenzbereiche in der 
15 von beiden Seiten sequenzierten repetitiven Region. Zwischen 

diesen SK-Primersequenzbereichen liegen aus 
klonierungstechnischen Griinden die 4 Basenpaare langen 
Abfolgen ATCT oder GCCG. 

20 Figur 5: Schema des Markierungsexperiments 

Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung naher. 
Beispiel 

25 

Die nachstehend dargestellten Verfahren zur Herstellung der 
Repetitionen enthaltenden Plasmide sind in Sainbrook, J., 
Fritsch, E.F. und Maniatis 7 T. (Molecular cloning; a 
laboratory manual; second edition; Cold Spring Harbor 

30 Laboratory Press, 1989) und in Current Protocols in Molecular 

Biology (John Wiley and Sons, 1994-1998) beschrieben, wobei 
die nachf olgenden Techniken, wie DNA- Vermehrung 
Restriktionsendonukleasenverdau , Ligation, 
Agarosegelelektrophorese, PCR dem Fachmann hinreichend bekannt 

35 sind und beherrscht werden. 


Flir die Repetition wurde das SK-Primer-Element von pBluescript 


WO 00/40736 PCT/DEOO/00116 

16 

(Fa. Stratagene, Heidelberg) ausgewahlt, weil es keine selbst- 
komplementaren oder homooligomeren Bereiche enthalt, mit einem 
G/C-Gehalt von 50% im Durchschnittsbereich natiirlicher DNA 
liegt und klonierungstechnisch zur annahernd luckenlosen 
5 Herstellung direkt repetitiver Bereiche gunstig ist. Ausserdem 
ist von Vorteil, daS diese Region mit einem komplementaren 
Sequenzierprimer (mit dem hier beschriebenen SK-Primer 
identisch) zuverlassig und stabil hybridisiert , da sie von der 
Firma Stratagene (Heidelberg) als Sequenzierprimer-Bindestelle 
10 konzipiert worden ist. 

Zum Zweck der Konstruktion von SK-Primersequenzelementen in 
repetitiver Folge wird ein kurzes Oligonucleotid-Fragment 
benotigt, in dem die SK-Primersequenz sowie Schnittstellen zur 

15 Durchf iihrung der Klonierungen enthalten sind. Hierfiir wurden 

zueinander komplementare Oligonukleotide synthetisiert . Diese 
ss-DNA-Fragmente wurden durch Hybridisierung zu klonierbaren 
ds-Fragmenten umgewandelt, indem die beiden komplementaren 
Oligonukleotide aquimolar in 10 mM Tris-Puffer 

20 aneinandergelagert werden. Die Erf olgskontrolle stellt die 

gelungene Klonierung dar . Die so entstandenen Fragmente wurden 
SK-PH I (SK-Primer-Hybrid I; Fragment, das fur die SK- 
Primer vermehrung von 2-6 SK-Primersequenzen genutzt wurde, 
vgl. Abb.l) und SK-PH II (SK-Primer-Hybrid II; Fragment, das 

25 den siebten SK-Primer und die Eag I-Schnittstelle einfiihrte, 

vgl . Abb . 2 ) genannt . 

Fur die Herstellung des Plasmids pBl KS(+) (pBluescript KS(+)) 
mit zwei SK-Primern (pBl KS( + ) 2x SK) muSte pBl KS( + ) mit 

30 BarriH I und Kpn I geof fnet werden, wobei ein Teil der multiplen 
Klonierungsstelle MCS entfernt wurde (Abb.l a), Der 
vollstandige Doppelverdau wurde auf einem 2%-Agarosegel 
nachgewiesen. Es folgte eine Ethanolf allung. Das Insert SK- 
PH I (Abb. lb) wurde in einem 10 fachen UberschuS zum 

35 geoffneten Vektor zur Ligation gegeben (s. Abb.l b) . Diesen 
hohen UberschuS konnte man deshalb verantworten, da die 5'- 
Enden des Fragments nicht phosphoryliert waren, also keine 


WO 00/40736 PCT/DE00/001 16 

17 

Oligomere der Inserts entstehen konnten. Mit diesem 
Ligationsansatz wurde die Transformation in E. coli, z.B. XL1- 
Blue durchgef iihrt . Von den gewachsenen Kolonien wurde zur 
Klonierungskontrolle aus drei Klonen die Plasmid-DNA durch 
5 Mini -Preparation isoliert. Die so gewonnenen Klone werden 
nachfolgend pBl KS(+) 2x SK (Abb.l.c) genannt . 


Die weitere Klonierung von Plasmiden mit bis zu sieben in 
gleicher Orientierung enthaltenen SK-Elememten war 

10 zeitaufwendig, da jeweils ein Klon aus der letzten 

Klonierungsrunde als Grundlage fur die nachste Klonierung 
diente. Dement sprechend wurde die Midi - Prap-DNA des 
ausgewahlten pBl 2x SK-Klons wiederum BamH 1/Kpn I 
doppelverdaut und mit SK-PH I versetzt, ligiert und in E.coli 

15 XLl-Blue transf ormiert . Abweichend von der fur die Klonierung 

von pBl 2x SK benutzten Strategie muSte nun in besonderem Mafi 
auf einen effizienten Doppelverdau mit BairH I und Kpn I 
geachtet werden. Wie Abb.l.c zeigt, lagen die Schnittstellen, 
in die ein wei teres SK-PH I-Fragment integriert werden sollte, 

20 namlich nur sechs Basenpaare voneinander entfernt. Ein 

derartig geringer Abstand zweier Restriktionsschnittstellen 
lafit die gleichzeitige Restriktion beider Schnittstellen nicht 
zu . Es muEte dementsprechend nacheinander mit beiden Enzymen 
geschnitten werden. In dieser Weise wurden die Klonierungen 

25 bis zum Plasmid pBl KS( + ) 6x SK durchgef uhrt . 

Nach der Klonierung der siebten SK- Primer sequenz erfolgte die 
Vermehrung der repetitiven Elemente blockweise. Dies konnte 
nur funktionieren, wenn es eine Schnittstelle gab, die den 
Bereich mit sieben SK-Primern als Einheit vom Vektor trennte . 

30 Durch die Ligation des SK-PH II (Abb. 2) in pBl 6x SK wurde 

dies ermoglicht. SK-PH II brachte neben dem siebten SK-Element 
die neue Schnittstelle Eag I in den Vektor ein. Jetzt wurden 
die sieben SK-Primer von zwei Eag I-Schnittstellen begrenzt 
(Abb. 2) weil der Ausgangsvektor pBl KS{+) bereits eine solche 

35 Schnittstelle ira MCS mitbrachte. 
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Zur Beschleunigung der weiteren Klonierungsschritte erfolgte 
die blockweise Vermehrung der SK-Elemente mittels der 
Polymerase Chain Reaction (PCR) . Als Template^DNA fur die 
Amplif izierung des Fragments mit sieben repetitiven Elemente 
5 wurde die Plasmid- Preparation aus XLl-Blue genommen, die 

direkt aus der Originalkolonie abstammte (pBl 7x SK) . Bei der 
ersten Optimierung der PCR sollte herausgef unden werden # 
welches Primerpaar das Ziel fragment mit der besten Qualitat 
und Quantitat amplif izierte . Es wurden die Primer M13, M13 

10 reverse, T3 und T7 (M13 : TGTAAAACGACGGCCAGT ; Ml 3 reverse:: 

CAGGAAACAGCTATGACC ; T3 : AATTAACCCTCACTAAAGGG ; T7 : TAATACGACT- 
CACTATAGGG) in verschiedenen Kombinationen miteinander 
ausgetestet. Alle diese Primer hatten ihre Bindungsstellen 
aufierhalb der MCS, entweder nahe des (3-Galaktos idase 

15 Startpunkts oder nahe der T7-Transkriptions-Startstelle in 

pBluescript KS ( + ) . Die PCR fand unter Standardbedingungen 
statt. Die verschiedenen Ansatze enthielten die zueinander 
passenden Primer in den verschiedenen moglichen Kombinationen: 
M13/M13 reverse, T7/T3, T7/M13 reverse und T3/M13. In der 

20 Negativkontrolle waren alle vier Primer ohne das Template 

vereinigt. Da der PCR-Ansatz mit T3/T7 die besten Ergebnisse 
lieferte, wurde dieses Primerpaar fur die PCR gewahlt. 

Urn das mittels PCR gewonnene Insert fragment in den mit NotI 
25 geof fneten Vektor ligieren zu konnen, mu&te es "sticky ends" 

besitzen, die mit .Wot I kompatibel waren. Hierfur muSte das 
PCR- Fragment , das die sieben SK- Primer enthielt, an den 
Randern nachgeschnitten werden. Das Restriktionsenzym Bag I 
verkurzte das 246 bp lange PCR Fragment, dessen Rander die 
30 Sequenzen der Primer T3/T7 abschlossen, urn 47 und um 51 bp auf 

der anderen Seite. Mit einem 2,2 %igen Gel konnte dieser 
Unterschied zur Kontrolle noch sichtbar gemacht werden. Mit 
dem durch die PCR amplif izierten 7x SK-Fragment, dessen Rander 
durch den Bag I-Verdau zu Not I kompatibel wurden, wurde 
35 pBl KS(+) 7x SK in nur einem Schritt zu pBl KS( + ) 14x SK. Fur 

einen Uberblick der Klonierungsweise siehe Abb. 3. Das verdaute 
Fragment wurde vor der Ligation durch den PCR-Purif ication Kit 
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(Fa. Qiagen) gereinigt . Dies sollte die nicht in der PCR- 
Reaktion verbrauchten Primer und die durch den Verdau 
entstandenen Bruchstiicke entfernen. 

Gegeniiber den ersten Klonierungsschritten, die zu 
pBl KS( + ) 7x SK fiihrten, wurde der Vektor nicht mit zwei 
verschiedenen Enzymen {Kpn X/BaitM I vgl . Abb 1) geoffnet 
sondern mit Not I linearisiert . Deshalb mufite mit einer 
Haufung an Religationen gerechnet werden. Bei dieser 
Klonierung konnte einer Religation nicht durch eine vielfach 
erhohte Insertkonzentration (7x SK-Fragment) entgegengewirkt 
werden, da die DNA-Blocke an den 5 ' -Enden phosphoryliert waren 
und mit unkontrollierbaren Oligomerisierungen der Insert-DNA 
zu rechnen war. Die Religationen wurden deshalb durch eine 
Dephosphorylierung des Vektors reduziert oder sogar 
verhindert. Im Verlauf der weiteren Ausfuhrungen wird die 
bisher pBlKS( + )7xSK genannte DNA als pBl lxBlock bezeichnet. 

Der mit Not I geoffnete pBl lx Block wurde mit dem gereinigten 
PCR-Fragment ligiert, das ebenfalls sieben SK-Primer enthielt. 
Dies wurde durch die am Rand der repetitiven Elemente 
befindlichen einzigen Not I-Schnittstelle moglich, durch die 
der pBl lx Block linearisiert wurde. Das PCR-Fragment wurde, 
wie oben erwahnt, mit dem zu Not I kompatiblen Enzym Eag I 
nachgeschnitten und direkt an die sieben SK-Primer des Vektors 
ligiert (pBl 2x Block) . 

Da sich pBl 7x SK im Wirtsstamm JM110 als stabil erwies, wurde 
auch der Ligationsansatz des Plasmids mit 14 SK-Elementen in 
diesen Stamm transf ormiert . Die Transformation von 
pBl KS( + ) 14x SK in JM110 brachte 118 Transf orman ten hervor. 
Dies entsprach einer Transf ormationsrate von l,7xl0 3 cfu 
(colony forming units) /fig DNA. 


Es wurde weiter mit schrittweiser Vermehrung gearbeitet, in 
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diesem Fall mit dem Ziel, mit den 7x SK-Blocken ein Plasmid mit 28 
repetitiven SK-Primersequenzen aufzubauen. Hierfur wurde, analog wie in 
Abb. 3 gezeigt, pBl 2x Block mit Not I linearisiert . Der vollstandige 
Verdau wurde auf einem 1 %igen Agarosegel uberpriift. Die 5'-Enden dieses 
mit Not I gedffneten Plasmids wurden dephosphoryliert und mit dem 7x SK- 
Block ligiert. Aus der Transformation resultierten sieben Kolonien. 

Der Kontrollverdau mit BamH I mehrerer Kandidaten-Klone ergab, da£ ein kom- 
pletter 7x SK-Block zusatzlich insertiert worden war. Einer der Klone wurde 
fur eine Midi- Preparation vermehrt und die DNA prapariert. Die 
Secjuenzanalyse aus dieser Midi-Praparation bewies die komplette und 
korrekte Secjuenz von 21 SK-Primern mit den f unktionsf ahigen Schnittstellen, 
die fiir die nachste Klonierung bendtigt wurden. Die Gelanalysen wurden 
dabei bestatigt . Dieser Klon wird im folgenden Text mit pBl 3x Block 
bezeichnet. Er diente als Vorstufe fur die nachste Insertionsrunde . 

Um zu einem Plasmid mit 28 repetitiven SK-Elementen zu gelangen, wurde die 
blockweise Vermehrung des 7x SK-Blocks f ortgef uhrt . Als Ausgangsplasmid 
dieser Klonierung wurde pBl 3x Block eingesetzt. Diese Klonierung wurde wie 
die beiden vorangegangenen behandelt. pBl 3x Block wurde mit Not I 
linearisiert, auf vollstandigen Verdau in einem 1 %igen Agarosegel 
uberpriift und danach dephosphoryliert . Der dephosphorylierte Vektor wurde 
zusammen mit dem in der PCR amplif izierten und nachgeschnittenen 7x SK- 
Block in einen Ligationsansatz eingesetzt. Die Kontrol ligation zur 
Beurteilung der Dephosphorylierung erbrachte 2 Klone. Bei der 
Transformation der Ligation mit Insert entwickelten sich 59 Klone, davon 
wurden 16 Kolonien fiir eine Mini- Preparation ausgewahlt. Die Auftrennung 
mit einem Agarosegel nach einem Sac 1/Kpn I -Verdau erfolgte wie gew6hnlich 
auf einer 2,2 %igen Gelmatrix. 

Insgesamt 5 Klone wiesen verlangerte Insertbereiche auf. Kontrol lverdaus 
mit BamH I sowie Dreif achverdaus mit Sac Z/Kpn I/BamH I zeigten 
Fragmentemuster , die darauf hindeuteten, dass kein kompletter 7x SK-block 
hinzugekommen sein dvirfte. Stattdessen musste bei der Klonierung eine 
BamHI-site im neu hinzugekommenen Block deletiert worden sein. 

Von den fiinf sich gleichenden Klonen wurde einer ausgewahlt und mit seiner 
midi-praparierten DNA eine Sequenzanalyse durchgef uhrt . Die Sequenzierung 
bestatigte das Ergebnis, da£ die neu dazugekommene BamH I-Schnittstelle 
deletiert war. Es fehlte der komplette SK- Primer mit intakter BamHI- 
Schnittstelle des zuletzt hinzugekommenen 7x SK-Blocks. Das Ergebnis war 
also ein pBl KS{ + ) Plasmid mit 27x SK Primern. Die Sequenz dieses Klons ist 
in Figur 4 gezeigt. 


WO 00/40736 


21 


PCT/DE00/00116 


Patent anspruch 


"5 1) Plasmid, dadurch gekennzeichnet, daS es sich von 

pBluescript KS(+) ableitet und mehr als 1 repetitives 
* SK-Primersequenzelement enthalt. 

2) Plasniid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS 
10 es 2, 7, 14, 21 oder 27 repetitive SK- 
Primersequenzelement e enthalt . 

3) Plasniid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Primersequenzelemente einen 

15 Marker kompl ex tragen. 

4) Plasmid nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daS das SK-Primersequenzelement 
f olgende Sequenz umfaSt : 

20 5 1 -GATCCACTAGTTCTAGAGCG- 3 ' 

5) Plasmid nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dafi daran SK-Oligonukleotide gebunden 
werden konnen, die an ihren Enden durch ein im 

25 Elektronenmikroskop detektierbares Element modif iziert 

sind. 

6) Plasmid nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Elemente ausgewahlt sind aus Bor, Silizium, Eisen 

30 oder Mangan. 

7) Verwendung eines Plasmids nach einem der Anspriiche 1 
bis 6 in der analytischen Elektronenmikroskopie . 

'35 8) E. coli Zellen, transf ormiert mit einem Plasmid nach 

einem der Anpriiche 1 bis 6. 


9) 


E. coli Zellen nach Anspruch 8, dadurch 
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gekennzeichnet, daS es sich um E . coli JM110 handelt. 

10) Testkit zur Verwendung in der Elektronenmikroskopie , 

umfassend mindestens die 
folgenden Komponenten: 

- kompetente E. coli JMllO-Bakterienzellen zur 
Vermehrung eines Plasmides nach einem der 
Anspriiche 1 bis 5, 

- einzelstrangige Plasmide timfassend 2x, 7x, 14x, 21x 
und 27x SK. 
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Fig. la 



modifizierte 

BamH I-Schnittstelle (EamH I*) 
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Fig. lc 


Kpn I BamU I BamH I* 

_^ — ji — > 


Fig. Id 
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Fig. 2 
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Fig. 3b 


V 


WO 00/40736 


5/6 


PCT/DE00/00116 


AGCTCGAAATTAACCCTCACT AAAGGGAACAAAAGCTGGTACCGGCCGGATCCACTAGTTCTAGAGCGATCTGATCCACT 

I . i . 1 1 1 1 ■ 1 < i 1 1 < h 80 

TCGAGCTTTAATTGGGAGTGATTTCCCTTGTTTTCGACCATGGCCGGCCTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGA 


AGTTCTAGAGCGATCTGATCCACTAGTTCTAGAGCGATCTGATCCACTAGTTCTAGAGCGATCTGATCCACTAGTTCTAG 

1 h 1 i 1 i 1 \ — h I 1 ! 1 i 1 h 160 

TCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATC 


AGCGATCTGATCCACTAGTTC TAGAGCGATC TGATCCACTAGT TCTAGAGCGGCCGGATCCACT AGTTC TAGAGCGATCT 
1 i ■ 1 . i . i . 1 , 1 , 1 , H 240 

TCGCTAGACTAGGTGATCAAGA7CTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCCGGCCTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGA 


GATCCACT AGTTCT AGAGCG ATCTG ATCC ACT AGTTC TAGAGCGATCT GAT CCAC TAG TTCTAGAGCGATCTGATCC ACT 
1 1 , J , 1 1 i 1 ! 1 1 1 i 1 h 320 

CTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGA 


AGTT CT AGAGC G ATC T GATC C AC TAGTTCT AG AGCGATCTGATCC ACT AGT TCTAGAGCGGCCGGATCCACT AGTTCT AG 
1 1 1 i 1 s 1 1 ■ ! i i 1 1 1 h 400 

TCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCCGGCCTAGGTGATCAAGATC 


AGCGATCTGATCC ACT AGT TCTAGAGCGATCTGATCC AC TAGTTCT AGAGC GATC TGATCCACTAGTTCTAGAGCGATCT 

111 1 I ' 1 ' i ' ' 1 ' ' ' t i (- HBO 

TCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGA 


GATCCACT AGTTCT AGAGCG ATCTG AT CCAC TAG TTCTAGAGCGATCTGATCC AC TAGTTCT AGAGCG ATCTG ATCC ACT 
. f 1 1 ■ 1 , 1 , j , [ , J , h 560 

CTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGA 


AGTTC TAGAGCGATC TGATCCACTAGT TCTAGAGCGATCTGATCC AC TAGTTCT AG AGCGATCTGATCC AC TAGTTCT AG 

1 1 1 1 1 1 . 1 ' I 1,1 I 1 1 < 1- 640 

TCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATC 


AGCG ATC TGAT CCAC TAGTTCT AGAGC GATCTG ATCC ACT AGTTC TAG AGCGGCCGCCACCGCGGTGG AG CTCCAAT 
1 1 1 1 1 i 1 1 1 i 1 1 , 1 ^ 717 

TCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCTAGACTAGGTGATCAAGATCTCGCCGGCGGTGGCGCCACCTCGAGGTTA 


Fig. 4 
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Schema des Markierun2sexperimentes: 
Obersicht: 



Plasmid (blau) mit 16 repetitiven Sequenzen, an die der 
ESI-Marker (rot) bindet 

Detail: 


i i i i i i i i i i i i i i i i i i i t i i i j it i i i i i i I i i I i i i i I 

1 1 1 1 'I 1 I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I [ I I I I I I I I I 1 [ ! 

Spacer 

Der ESI-Marker (rot) ist an ein einzelstrangiges Oligonucleotid (griin) 
kovalent gebunden. Das Oligonukleotid assoziiert durch komplementare 
Basenpaarung (Hybridisierung) mit den repetitiven Sequenzen des 
Plasmids (blau). Die repetitiven Sequenzen sirid in diesem Beispiel 
20 Nucleotide lang und durch einen Spacer von 4 Nucleotiden getrennt 



Fig. 5 


